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(57) Zusanunenfassung 

Die vorliegende Erttndung betrifft einen zur Gentherapie geeigneten Vektor, der etne exprimierbare Insert-DNA umfaflt, die ftlr die 
DNA-Bindungsdomane einer Poly(ADP-Ribose)-Polymerase oder filr eine zumindest teilweise katalytisch nichtaktive Poly(ADP-Ribose)- 
Polymerase codiert. Femer betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung eines solchen Vektors und Viren, die zur Gentherapie geeignet 
sind. 
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Vektoren und Viren zur Gentherapie 

Die vorliegende Erfindung betrifft Vektoren und Viren, die sich zur Gentherapie 
eignen, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 

Eine gangige Tumortherapie umfaBt die operative Entfernung des Tumors und die 
Nachbehandlung des Patienten mittels Bestrahlung und/oder systemischer Ap- 
plikation von Zytostatika. Durch die Nachbehandlung wird versucht, nicht entfern- 
tes Tumorgewebe bzw. gebildete Metastasen abzutdten* 

Der Erfolg gangiger Tumortherapien ist allerdings gering. insbesondere treten bei 
den nachbehandelten Patienten haufig Nebenwirkungen, wie Induktion von Zweit- 
tumoren, Schadigungen innerer Organe Oder Schmerzen, auf. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mitdem gangige Tumortherapien verbessert und insbesondere vorstehende 
Nebenwirkungen vermieden werden konnen. 

Erfindungsgemaft wird dies durch einen zur Gentherapie geeigneten Vektor er- 
reicht, der eine exprimierbare Insert-DNA umfaRt, die fur die DNA-Bindungsdomane 
(nachstehend mit DBD) einer Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (nachstehend mit 
PARP) oder fur eine zumindest teiiweise katalytisch nicht-aktive PARP codiert. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, dali PARP, ein 
zur Reparatur von DNA-Schadigungen benotigtes Enzym, durch Zugabe von DBD- 
Molekulen in seiner Aktivitat gehemmt wird und die Reparatur von DNA-Schadi- 
gungen drastisch in ihrer Geschwindigkeit vermindert wird. 
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Der vorstehende Ausdruck "zur Gentherapie geeigneter Vektor" urnfaSt jegliche 
Vektoren, die alleine Oder zusammen mit anderen Mitteln in der Gentherapie ver- 
wendet werden konnen. Dies sind z.B. Plasmid-Vektoren und Virus- Vektoren. Von 
letzteren sind insbesondere solche von Adenovirus, Herpes Simplex Virus, Adeno- 
assoziiertem Virus (nachstehend mit AAV bezeichnet), "Minute virus of mice" 
(nachstehend mit MVM bezeichnet) und Retroviren zu nennen. Ganz besonders 
bevorzugt werden Virus- Vektoren von AAV, z.B. AAV-sub201 (vgl. Samulski, R.J. 
et al., J. Virology 61, (1987), 3096 - 3101), von MVM z. B. pSR2 (vgl. Russell, 
S.J. et al., J. Virology 66, (1992), 2821 - 2828) und von Retroviren, z. B. N2 
(vgl. Keller, G. et al., Nature 318, (1985), 149 - 154). 

Erf indungsgemaft wird in einen vorstehenden Vektor eine Insert-DNA eingefugt, die 
fur die DBD eirier PARP Oder fur eine zumindest teilweise katalytisch nicht-aktiv 
PARP codiert. Eine vorstehende Insert-DNA kann aus einem beliebigen Organis- 
mus, z.B. dem Menschen Oder dem Tier oder aus Pflanzen, stammen. Vorzugs- 
weise wird eine Insert-DNA aus dem Menschen und besonders bevorzugt jene von 
Fig. 1, Position -29 bis +1127, oder eine durch ein oder mehrere Nukleotide 
davon unterschiedliche DNA verwendet. 

Die Einfugung vorstehender tnsert-DNA in den Vektor erfolgt derart, daft die Insert- 
DNA exprimiert werden kann. Dies kann erreicht werden, indem die Insert-DNA in 
eine im Vektor vorhandene Expressionseinheit in Phase inseriert wird. Dazu kann 
es notwendig sein, eine in der Expressionseinheit vorliegende DNA zumindest 
teilweise ziu entfernen. Auch kann es vorteilhaft sein, Elemente der vorhandenen 
Expressionseinheit, wie Enhancer, Promotor oder Polyadenylierungssignale, zu- 
mindest teilweise durch andere zu ersetzen. Vorzugsweise wird in eine Expres- 
sionseinheit ein Promotor eingefuhrt, der spezifisch fur eine Gewebe-Art ist, 
wodurch die Expression der unter der Kontrolle des Promotors stehenden Insert- 
DNA gewebespezifisch wird. Besonders bevorzugt ist ein Promotor, der in Tumor- 
zellen aktiv ist. Ein Beispiel eines solchen Promotors ist der P4-Promotor von MVM 
(vgL Russell, S.J. et al., vorstehend). 
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Die Expression vorstehender Insert-DNA kann ferner in einer Expressionseinheit 
erreicht werden, die hierzu in den Vektor eingefuhrt werden muR. Fur diese Ex- 
pressionseinheit gelten auch die vorstehenden Ausfiihrungen. 

Im Falle von Virus-Vektoren erweist es sich oftmals als gunstig, die Insert-DNA in 
eine im Vektor vorhandene Expressionseinheit einzufugen. Die hiermit u.U. ver- 
bundene Entfernung Oder Teilentfernung von in der Expressionseinheit vorliegender 
Virus-DNA fuhrt dann zu einem Virus-Vektor, der in einer Virus-Funktion einen 
Defekt aufweist. Dieser Defekt kann als Selektionsmarker genutzt werden. Ande- 
rerseits kann der Defekt, wenn notig, durch ubliche Verfahren, wie Komplementa- 
tion in trans, ausgeglichen werden. 

ErfindungsgemaR werden Virus-Vektoren bevorzugt, in denen die Insert-DNA so 
eingefugt ist, daS die Virus-Vektoren alleine nicht mehr zur Bildung der durch sie 
codierten Viren in der Lage sind. Beispiele solcher Virus-Vektoren sind in den 
Figuren 2 und 3 angegeben. Es handelt sich um AAV ref ^DBD, MVM ca ^DBD und 
AAV re *-' c « p - DBD (Fig. 2). Durch ubliche Komplementationsverfahren konnen 
allerdings die durch sie codierten Viren gebildet werden. Beispielsweise wird AAV 
r8p "DBD in Zellen transfiziert, die gleichzeitig mit einem das rep-Gen exprimierenden 
DNA-Konstrukt cotransfiziert sind. Es werden Viren erhalten. Diese eignen sich gut 
zur Gentherapie, da sie sich im Patienten nicht vermehren konnen. 

Ferner weist Fig. 3 auf den bevorzugten Retrovirus DBD-Vektor hin. Durch Trans- 
fektion in eine ubliche Packaging-Zellinie wird das durch den Virus-Vektor codierte 
Virus erhalten. Dieses eignet sich ebenfalls gut zur Gentherapie. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit auch Viren, die durch vor- 
stehende Virus-Vektoren codiert werden. 

ErfindungsgemaSe Vektoren und Viren zeichnen sich dadurch aus, dad sie die 
Reparatur von DNA-Schaden hemmen konnen. Sie eignen sich daher bestens, in 
Therapien eingesetzt zu werden, in denen Zellen abgetotet werden sollen. Ganz 
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besonders ist die Eignung der erfindungsgemaSen Vektoren und Viren in der 
Behandlung von Tumoren, insbesondere zusammen mit konventionellen Bestrah- 
lungs- und/oder Zytostatika-Verfahren, zu sehen. Hierbei schlagt besonders zu 
Buche, daS sie gewebe(tumor)-spezifisch aktiv sein konnen. Die vorliegende 
Erfindung ist richtungsweisend fur die gentherapeutische Behandlung schwerster 
Erkrankungen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt eine DNA, die zwischen den Positionen -29 und + 1 127 fur die 

DBD einer humanen PARP codiert, 
Fig. 2 zeigt die erfindungsgemaSen Vektoren AAV rep "DBP, MVM cap *DBD und 

AAV rttp_/c * p "DBD, und 
Fig. 3 zeigt den erfindungsgemSRen Retrovirus-DBD-Vektor. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiele 

Beispiel 1: Herstellung des erfindungsgemafien Vektors AAV ^DBD 

Es wird von dem Vektor AAV-sub201 (Samulski r R.J. et al., vorstehend) ausge- 
gangen. Dieser Vektor wird mit den Restriktionsenzymen Xbal und Bstbl gespalten. 
Es werden ein 3,3 kb Vektor-Fragment und ein 1,4 kb Rep-Fragment erhalten. 
Letzteres erstreckt sich bis an das 5'-Ende des p40-Promotors und wird verworfen. 
Die Enden des Vektor-Fragments werden "geglattet" In dieses wird ein Insert, P4- 
DBD-poly A, eingefugt, das von 5' nach 3' folgende Sequenzen umfaftt: (I) ein 
259 bp BamHI/Ncol-Fragment, das den P4-Promotor enthalt. Dieses Fragment 
stammt z.B. aus dem Plasmid pEG618 (vgl. Astell, C. et al., J. Virology 57, 
(1986), 656-669); (II) ein 1,73 kb EcoRI/Hindlll-Fragment aus pPARP6 (vgl. 
Kupper, J.H. et al., J. Biol. Chem. 265 (1990), 18721-18724), das sowohl die 
1 ,1 kb DBD als auch das 630 bp HSV-Thymidinkinase Poly-A-Signal aufweist. Es 
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wird der Vektor AAV re ^DBD erhalten. 

Beispiel 2: Herstellung des erfindungsgemaSen Vektors MVM °* P "DBD 

Es wird von dem Vektor pSR2 (vgl. Russell, S.J. et al., vorstehend) ausgegangen. 
Dieser Vektor wird mit Hindlll und Bglll gespalten. Es werden ein Vektor-Fragment 
und ein 1,6 kb Capsid-Fragment (II) von MVM erhalten. Letzteres Fragment wird 
entfernt und durch das Insert-Fragment (II) von Beispiel 1 , DBD-Poly-A, ersetzt. Es 
wird der Vektor MVM cap *DBD erhalten. 



Beispiel 3: Herstellung des erfindungsgemaSen Vektors AAV DBD 

Es wird von dem Vektor AAV-sub201 von Beispiel 1 ausgegangen. Dieser Vektor 
wird mit Xbal gespalten und samtliche AAV-Bestandteile auSer den terminalen 
Repetttionen werden entfernt. Das restliche Fragment wird mit der intermediaren 
Sequenz, z.B. einem 2,4 kb BamHI/BamHI-Fragment aus pCosAGy2 (vgl. Auer, B. 
et aL, DNA 8 (1989), 575-580), welches nicht-codierende Sequenzen aus dem 7. 
Intron der humanen PARP aufweist, ligiert. Danach werden die Fragmente I und II 
aus Beispiel 1 eingefugt. Es wird der Vektor AAV re ^ /cop *DBD erhalten. 

Beispiel 4: Herstellung des erfindungsgema&en Retrovirus-DBD-Vektors 

Es wird von dem Vektor N2 (vgl. Keller, G. et al., vorstehend) ausgegangen. Dieser 
Vektor wird mit EcoRI-Partialverdau 3' des Neomycin-Gen geoffnet. In den Vektor 
werden dann von 5' nach 3' folgende Sequenzen am 3'-Ende des Neomycin-Gens 
inseriert: (I) das 0,7 kb poly-A-Signal des B-Globin-Gens (z.B. das EcoRI/Sall- 
Fragment aus pECV; vgl. Berg, B.G.M. et al.. Gene 4 (1989), 407 - 417); (II) ein 
259 bp BamHI/Ncol-Fragment, das den P4-Promotor enthatt (vgl. Beispiel 1, (I)); 
(III) ein 1,73 kb EcoRI/Hindlll-Fragment aus pPARP6 (vgl. Beispiel 1, (II)). Es wird 
der Retrovirus-DBD-Vektor erhalten. 
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Beispiel 5: Hemmung der Reparatur von DNA-Schaden 

Die Hemmung der Reparatur von DNA-Schaden wird anhand der Hemmung der 
Synthese von Poly(ADP-Ribose) gezeigt. Der erfindungsgemaSe Vektor AANT^DBD 
wird durch Elektroporation in HeLa-Zellen transfiziert. Nach der Transfektion 
werden die Zellen auf Deckglaschen fur die Mikroskopie ausgesat. Zwei Tage 
spater werden die transfizierten Zellen auf den Deckglaschen einer genotoxischen 
Behandlung, z.B. Rontgenbestrahlung oder Behandlung mit alkylierenden Kanz ro- 
genen, unterzogen. Dadurch entstehen DNA-Bruche, die zu einer Aktivierung der 
PARP fuhren, die dann Poly(ADP-Ribose) synthetisiert. Innerhalb von 30 min nach 
der genotoxischen Behandlung werden die HeLa-Zellen mit Trichloressigsaure 
fixiert und einer indirekten Immunfluoreszenz gegen Poly(ADP-Ribose) unterzogen. 
Es werden keine Poly(ADP-Ribose)-spezifischen Signale erhalten. 

Dies zeigt, daB die in Zellen exprimierte DBD eine Hemmung der PARP verursacht. 
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Patentanspruche 

1 . Vektor, geeignet zur Gentherapie, mit einer exprimierbaren Insert-DNA, die 
fur die DNA-Bindungsdomane einer Poly(ADP-Ribose)-Polymerase oder fur 
eine zumindest teilweise katalytisch nicht-aktive Poly(ADP-Ribose)-Polyme- 
rase codiert. 

2. Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc der Vektor auf 
einem Virus-Vektor beruht. 

3. Vektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafc der Virus-Vektor ein 
Adeno-assoziierter Virus-, ein Maus-Minute Virus- oder ein Retrovirus-Vektor 
ist. 

4. Vektor nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daS die 
fur die DNA-Bindungsdomane codierende DNA die Sequenz von Fig. 1 
zwischen den Positionen -29 und + 1 1 27 oder eine durch ein oder mehrere 
Nukleotide davon unterschiedliche Sequenz aufweist. 

5. Vektor nach einem der Anspruche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, da(S die 
Insert-DNA in einem Tumor exprimierbar ist. 

6. Verfahren zur Herstellung des Vektors nach Anspruch 1, umfassend die 
Einfiigung der Insert-DNA nach Anspruch 1 in einen zur Gentherapie ge- 
eigneten Vektor derart, daft eine Expression der Insert-DNA durch eine 
bereits im Vektor vorhandene oder ebenfalls inserierte Expressionseinheit 
erfolgen kann. 

7. Virus, codiert durch den Vektor nach Anspruch 2 oder 3. 
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8. Verwendung des Vektors nach einem der Anspruche 1-5 bzw. des Virus 
nach Anspruch 7 zur Gentherapie, insbesondere bei Tumorerkrankungen. 
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BemerRung: Obwohl der Anspruch 8 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschl ichen/tieri schen Korpers bezieht, wurde die Recherche 
durchgefiihrt und grundete sich auf die angefiihrten Wirkungen 
der Verbindung. 

2. | | Anspruchc Nr. 
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internauonale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der inter nationaJen Anmeldung, fur die Gebiihren entrichtet worden 
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| | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
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faflc 
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(57) Abstract 



The present invention concerns a vector which is suitable for use in gene therapy and comprises an expressible insert DNA which 
codes for the DNA binding region of a poly(ADP-ribose)-poIymerase or for a poly(ADP-ribose)-polymerase which is at least partially 
catalytically inactive. The invention also concerns processes for the production of such a vector and viruses which can be used for gene 
therapy. 

(57) Ztisammenfassung 

Die vorliegende Ernndung betrifft einen zur Gentherapte geeigneten Vektor, der eine exprimierbare Insert-DNA umfa6t, die fur die 
DNA-Bindungsdomane einer Poly(ADP-Ribose)-Polymerase oder fur eine zumindest teilweise katalytisch nichtaktive Poly(ADP-Ribose)- 
Polymerase codiert. Femer betrifft die Ernndung Verfahren zur Herstellung eines solchen Vektors und Viren. die zur Gentherapie geeignet 
sind. 
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J. BIOL. CHEM. (1990), 265(31), 18721-4 
CODEN: JBCHA3;ISSN: 0021-9258, 

1990, XP002001544 
KUEPPER, J. HEINER ET AL: "Inhibition of 
poly(ADP-ribosylation) by overexpressing 
the poly ( ADP - ribose ) polymerase DNA - 
binding domain in manmalian cells" 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Zusanmen fas sung 

siehe Seite 18721, rechte Spalte, Absatz 3 
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- rechte Spalte, Absatz 1 

siehe Seite 18723, rechte Spalte, Absatz 2 
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werden, wenn die VerdfTendichung mit oner oder enchreren anderen 
VerdfTcndichungen dieser Kate gone in Verbindung gcbracht wvd und 
diese Verbindung Air cinen Fachmann nahcliegend ist 

A" VerdfTendichung, die MttgJied dersclbcn Patenttamute ist 



Datum des Abschlusscs der international en Recherche 



13. Mai 1996 



Absendedatum des intemauonalen Rec hcrch cn b cn chts 



3 1. OS 9B 



Name und Postanschnft dcr Internationale Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5S18 PatentUan 2 
NL • 22S0 HV Ripwtjk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cpo id. 
Fax ( + 31-70) 340-3016 



Bcvollmachogtcr Bediensteter 



Montero Lopez, B 



FarmbliU PCT/lSA/atO (Btoa 2) <Jub llfl) 



Seite 1 von 2 



INTERN. 



NALER RECHERCHENBHR1C 



• 



Inter' s onales Afctenacicben 

PCi/DE 95/01817 



C^Fomeoung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kxicgone' 



Bezachnung dcr VeroflentLicfaimg, aowot crlordoiich untrr Anjabe der in Bctracht konunenden Tale 



Bctr. Acssprucfa Nr. 



ADP-RIBOSYLATION REACT. (1992), 72-6. 
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COD EN: 58RSAM, 
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KANG, VERONICA ET AL: "Strategies for 
expressing analogs of poly ( AOP - ribose 
) polymerase in eukaryotic cells" 
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Feld I Bemerkungen zu den Ansprtichen, die sich mis nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt I auf Blatt 1 ) 



Gemafl Artikcf 17(2» wurde aus folgenden Gr linden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erttellt: 

1. [>TJ Anspruche Nr. 8 

weii Sie sich auf Gcgenstande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet isx, namlich 

Bemerkung: Obwohl der Anspruch 8 s1ch auf e1n Verfahren zur Behandlung des 
menschHchen/tierlschen Korpers bezleht, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete s1ch auf die angefiihrten Wlrkungen 
der Verblndung. 

2. I | Antpruche Nr. 

weii sit sich auf Teiie der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenie entsorechen 
daQ eine sinnvoiie internauonale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namitch 



[ [ Anspruche Nr. 

weii es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Sau 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaOl sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangeJnder Einheitlichk*-it der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt i) 



Die intcrnationaJc Recherchenbehbrde hat fejtgertdlt, dafl diese internauonale Anmeldung mt.uere Erfindungen enthait: 



Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig t trichtet hat, erstreckt rich dieser 
internauonale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internatio Jen Anmeldung. 

fUr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeiuaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzhche Recherchengebiihr gerechtfertigt haite, hat die Internauonale Recherchenbehorde nicht zur Zahiune einer solchen 
Gebuhr aufgeforderu ° 
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